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RESUMEN
La secreción de enzimas hidrolíticas es uno de los mecanismos de los hongos del género Trichoderma, para ejercer el 
control biológico de plagas y enfermedades. Las quitinasas y glucanasas son dos de estas enzimas que degradan la 
pared celular de los hongos fitopatógenos y la cutícula de insectos y nematodos. Se evaluó la dinámica de inducción 
de esas enzimas en diez cepas de Trichoderma spp. en tres medios líquidos con inductores diferentes: medio basal, 
medio basal suplementado con quitina al 0.5% y medio basal suplementado con gelatina al 0.2%. Las actividades 
quitinasas y glucanasas se evaluaron al primer, tercer, quinto y séptimo día del cultivo. Los mayores valores de la 
actividad quitinasa se alcanzaron en los medios basal y basal suplementado con quitina, mientras que los medios 
basal y basal suplementado con gelatina resultaron mejores inductores de las β-1.3-glucanasas. 
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ABSTRACT
Induction of chitinases and glucanases in Trichoderma spp. strains intended for biological control Use of 
fungi of the Trichoderma genus for the biological control of pests and diseases is based, to a large extent, on their 
secretion of hydrolytic enzymes. The latter include chitinases and glucanases, which degrade the cell wall of phyto-
pathogenic fungi as well as the cuticle of insects and nematodes. The aim of this study was to assess the induction 
dynamics of chitinases and glucanases in ten strains of Trichoderma spp. grown in liquid media with different inducers: 
basal medium, basal medium supplemented with 0.5% chitin and basal medium supplemented with 0.2% gelatin. 
Chitinase and glucanase activity were evaluated at the first, third, fifth and seventh day of culture. The highest values   
of chitinase activity were obtained in basal and basal media supplemented with chitin; β-1.3-glucanase, on the other 
hand, exhibited higher levels of activity in basal and basal media supplemented with gelatin.
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Introducción
Los hongos del género Trichoderma son potentes 
agentes para el control biológico, debido a que atacan 
una amplia variedad de hongos fi topatógenos folia-
res y del suelo, lo que ha permitido utilizarlos exi-
tosamente en casas de cultivo y en el campo [1-3]. 
Emplean diferentes mecanismos contra sus dianas: la 
competencia por el espacio y los nutrientes, el mico-
parasitismo, la producción de compuestos inhibido-
res, la inactivación de enzimas del agente patógeno y 
la inducción de resistencia [4-6].

Trichoderma puede parasitar la hifa del hongo fi to-
patógeno mediante enrollamientos, ganchos y cuer-
pos de tipo apresorios, que penetran la pared celular 
por la acción hidrolítica de las enzimas quitinasas y 
glucanasas [4]. Ello es posible porque la pared celular 
de los hongos fi topatógenos como Sclerotium rolfsii, 
Rhizoctonia solani y Pythium spp. [7] está compuesta 
principalmente por β-1.3-glucanos y quitina, con ce-
lulosa encontrada en los Oomycetes, como Pythium 
spp. [8].

Esas enzimas pueden degradar la cutícula de los 
insectos, cuya estructura está compuesta por quitina 
[9-12]. La quitina está presente en la cutícula de los 
huevos de nematodos, por lo que se afectan grande-

mente con el tratamiento con las especies de Tricho-
derma [13, 14].

Las cepas de Trichoderma se diferencian entre sí 
por los niveles de expresión de las enzimas hidrolí-
ticas, lo cual determina sus características antagóni-
cas. Por ello, el objetivo de este trabajo fue estudiar 
la dinámica de inducción de las enzimas quitinasas 
y glucanasas de un grupo de cepas de Trichoderma, 
promisorias como agentes para el control biológico 
utilizando tres medios líquidos con diferentes efectos 
inductores: medio basal, medio basal suplementado 
con quitina al 0.5% y medio basal suplementado con 
gelatina al 0.2%. 

Materiales y métodos

Cepas y medios de inducción
Se emplearon las cepas de Trichoderma 1, 13, 17, 25, 
75, 78, 79, 85, 90, ubicadas por métodos de biolo-
gía molecular en la especie Trichoderma asperellum 
Samuels [15], procedentes del cepario del Laboratorio 
de Micología Vegetal del Centro Nacional de Sanidad 
Agropecuaria (CENSA), y la cepa TS3, del Instituto 
de Investigación de Sanidad Vegetal (INISAV). Se se-
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leccionaron estas cepas porque poseen alta capacidad 
antagónica [16]. Se conservaron en medio Agar-Malta 
(Centro de Biopreparados, Biocen) a 4 °C. Las cepas 
se subcultivaron en un medio papa-dextrosa-agua 
(PDA, Biocen) en placas Petri de 9 cm y se incubaron 
a 28 °C en cultivo estático en oscuridad durante 3 días, 
momento en que se tomó el micelio para el desarrollo 
del experimento de dinámica.

Inducción de proteínas en medio líquido
Para la inducción de proteínas en el medio líquido se 
utilizaron compuestos con diferente efecto inductor 
de las enzimas hidrolíticas: medio basal líquido que 
contenía extracto de levadura 1 g/L y peptona 4 g/L, 
medio basal líquido suplementado con quitina 5 g/L 
y medio basal líquido suplementado con gelatina al 
0.2% (p/v) [17]. Los dos prmeros medios se esterili-
zaron a 120 °C durante 20 min, mientras que el medio 
que contenía gelatina se esterilizó a 115 °C durante 
15 min.

Los medios se dividieron en frascos de 100 mL, a 
razón de 20 mL por frasco, y se inocularon con cuatro 
discos de micelio de 5 mm de diámetro de la periferia 
de la colonia pura de cada cepa. Posteriormente, se 
incubaron en cultivo estático a 28 °C, en la oscuridad. 
De cada tratamiento se hicieron tres repeticiones y 
tres réplicas. Los frascos se retiraron de la incubadora 
al primer, tercer, quinto y séptimo día de la inocula-
ción. Los sobrenadantes se fi ltraron con papel de fi ltro 
Whatman (3 mm CHR) y los extractos fi nales se con-
servaron a -20 °C, hasta su utilización en los análisis 
enzimáticos. 

Cuantificación de proteínas
La concentración de las proteínas totales se determinó 
por el método descrito por Bradford [18]. Las lecturas 
de la absorbancia fueron a 595 nm del complejo pro-
teína-Azul de Coomasie G-250 en un espectrofotóme-
tro (Lasso Spec III, Lasso Biotech LTDA), tomando 
como base para el cálculo una curva patrón a partir 
de una solución estándar de 1 mg/mL de albúmina de 
suero bovino (BSA).

Ensayos enzimáticos
Se determinó la actividad quitinasa con 0.2 mL de qui-
tina coloidal 10 mg/mL preparada según Boller et al. 
[19], que se mezclaron con 0.5 mL del sobrenadante de 
los frascos. La mezcla se incubó a 37 °C durante 1 h,
y luego se añadió 0.1 mL de tetraborato de sodio 0.8 M,
pH 8.8. Posteriormente, se centrifugaron a 6708 x g 
durante 5 min. De cada tubo se tomaron 500 μL del 
sobrenadante, que se pasaron a tubos de cristal don-
de se calentaron a 100 °C durante 3 min. Por último, 
se les adicionó 1 mL de p-dimetilaminobenzaldehí-
do y se incubaron con esta solución a 38 °C durante 
20 min. La curva patrón se determinó utilizando N-
acetilglucosamina, a partir de una solución madre de 
1 mg/mL a la cual se le hizo el mismo procedimiento 
que a las muestras. La lectura fue a 585 nm. El cálculo 
se efectuó según la expresión:

lumen de enzima. Las unidades de actividad fueron: 
μmol del producto formado/min·mL de la enzima. 

Para la determinación de la actividad enzimática de 
las β-1.3-glucanasas se utilizó una variante en micro-
placas de 96 pozos, desarrollada por Zheng y Wozniak 
[20], a partir del sobrenadante de los cultivos. 

La actividad específi ca se determinó según la ex-
presión:

Actividad enzimática = DO x cot x Vens x Dil
Tincub x Venz

Donde DO: densidad óptica; cot: cotangente del án-
gulo de la curva patrón; Vens: volumen de ensayo; Dil: 
dilución; Tincub: tiempo de incubación y Venz: vo-

Actividad específica = Actividad enzimática / concentración 
de proteínas (mg/mL).

Para determinar las cepas que mostraron los ma-
yores niveles de actividades específi cas quitinasas y 
glucanasas en cada uno de los medios de cultivo, se 
empleó el análisis de varianza simple. Para la compa-
ración entre las medias se empleó la prueba de rangos 
múltiples de Duncan en los casos donde hubo diferen-
cias (p < 0.05). Para identifi car los medios de cultivo 
y los días de la dinámica que favorecen la inducción 
de las actividades quitinasas y glucanasas, se analiza-
ron los componentes principales mediante el paquete 
informático estadístico InfoStat versión 2009 [21].

Resultados y discusión
Las especies del género Trichoderma se utilizan como 
agentes para el control biológico, debido a que atacan 
una amplia variedad de hongos fi topatógenos [14]. 
Las quitinasas y las glucanasas están involucradas en 
la interacción parasítica de las especies de Trichoder-
ma con sus hospedantes [22]. La T. asperellum es una 
de las especies menos estudiadas en este género [23]; 
no obstante, se han purifi cado y caracterizado endo-
quitinasas y β-1.3-glucanasas de esta especie y se ha 
analizado la expresión de estas enzimas ante diferen-
tes fuentes de carbono [23-25]. Se ha demostrado la 
infl uencia del tipo de cepa, las condiciones de cultivo 
y el sustrato empleado en la producción de las enzi-
mas que degradan la pared celular [26, 27].

Las actividades enzimáticas específi cas de las qui-
tinasas permitieron establecer cinco grupos, según los 
niveles de expresión de las cepas analizadas: I (75), 
II (78), III (1, 79, 85), IV (13, 17, 25, 90), V (TS3) 
(Figura 1). La cepa 75 expresó la mayor actividad en-
zimática quitinasa. Los medios líquidos que favore-
cieron esta expresión fueron el medio basal al quinto 
y al séptimo día del cultivo, y el medio basal suple-
mentado con quitina al primer día del cultivo. 

El medio basal suplementado con quitina al séptimo 
día del cultivo indujo elevados niveles de la actividad 
quitinasa en la cepa 78. La cepa TS3 mostró bajos ni-
veles de actividad quitinasa, y alcanzó el mayor valor 
al primer día del cultivo en medio basal suplementado 
con gelatina. Los grupos III y IV presentaron niveles 
intermedios de actividad quitinasa. La expresión de 
esta enzima en el primer grupo se favoreció con los 
medios basal (al primer día) y basal suplementado 
con gelatina (al séptimo día). En el segundo grupo, la 
expresión de esta enzima se favoreció con los medios 
basal (al tercer día) y basal suplementado con quitina 
y gelatina (al quinto día del cultivo). 

Según los niveles de la actividad glucanasa alcan-
zados, se establecieron cuatro grupos (Figura 2). En 
esta ocasión, el grupo I incluyó a las cepas 1, 13, 17 
y 25; el grupo II estuvo formado por la cepa 75; el 
grupo III por las cepas 79, 85, 90 y TS3; y el grupo 
IV por la cepa 78. 
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Los medios basal (al primer y quinto día del cul-
tivo) y suplementado con gelatina (al primer día del 
cultivo) indujeron las mayores actividades enzimáti-
cas en el grupo I, mientras que el grupo II fue favore-
cido por los medios basal (al séptimo día del cultivo) 
y suplementado con gelatina (después de tres días del 
cultivo). El resto de las cepas presentaron bajos nive-
les de actividades enzimáticas. 

C
P 

2
 (

2
2
.8

%
)

-4

-2

0

2

4

CP 1 (28.5%)

Grupo V

Grupo IV

MB+G1

MB+Q5
MB+G5

MB+G3

MB+G7

MB+Q1

MB+Q3

MB+Q7

Grupo II

Grupo III

Grupo I

TS3

MB3

MB5

MB1

MB7

13

85

79

1

25 17

78

75

90

-4 -2 0 2 4

Figura 1. Análisis de componentes principales (CP) del comportamiento de la actividad enzimática quitinasa en los diferentes 
medios de inducción. MB: medio basal (1; 3; 5 y 7: días de cultivo); MB+Q: medio basal suplementado con quitina; MB+G: 
medio basal suplementado con gelatina. Aislamientos: color azul, medios de inducción: color amarillo.

Figura 2. Análisis de componentes principales del comportamiento de la actividad enzimática β-1,3-glucanasa en los diferentes 
medios utilizados. MB: medio basal (1; 3; 5 y 7: días de cultivo); MB+Q: medio basal suplementado con quitina; MB+G: medio 
basal suplementado con gelatina. Aislamientos: color azul, medios de inducción: color amarillo.
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El medio con gelatina indujo la mayor actividad 
β-1.3-glucanasa en las cepas 1, 13, 17, 25 y 75 de T. 
asperellum. Marcello et al. demostraron que T. aspe-
rellum produjo niveles elevados de β-1.3-glucanasa 
cuando se cultivó en medios que contenían almidón y 
pared celular de R. solani [23]. 

La caracterización de ambas enzimas es una he-
rramienta útil, que junto con otros parámetros podría 
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emplearse para la selección de aislamientos promiso-
rios para el control biológico de plagas. 

La cepa 75 de T. asperellum tuvo los mayores nive-
les de actividades enzimáticas quitinasa y glucanasa 
(Figura 3). A ella sigue la cepa 78 y el grupo confor-
mado por 1, 13, 17 y 25. En todos los momentos, la 
cepa TS3 presentó los menores niveles de actividades 
enzimáticas. 

Las cepas 17, 75 y 78 han mostrado gran efi cacia 
como agentes para el control biológico de S. rolfsii y 
R. solani [15], resultado que concuerda con los altos 
niveles de quitinasas y glucanasas exhibidos durante 
este estudio.

La cepa TS3 manifestó bajos niveles de activi-
dades quitinasas y β-1.3-glucanasas. Esta se utiliza 
para el control de nematodos fi toparásitos del géne-
ro Meloidogyne [28]. En el micoparasitismo no solo 
participan las quitinasas y las β-1.3-glucanasas, sino 
también las β-1.6-glucanasas, α-1.3-glucanasas y 
proteasas, enzimas que no se determinaron en este es-
tudio y pudieran infl uir sobre la acción antagónica de 
esta cepa [5, 29]. Un ejemplo de ello fue el desarro-
llo de transformantes de Beauveria bassiana (Balsa-

mo) Vuillemin, que expresaron la fusión de proteasa 
con quitinasa (CDEP1:Bbchit1), y permitió penetrar 
mucho más rápido la cutícula de insectos [30]. A su 
vez, la TS3 pudiera emplear mecanismos como la 
competencia por el espacio y los nutrientes, la pro-
ducción de compuestos inhibidores [4] y la resisten-
cia inducida [6] para el control de sus organismos 
dianas. Estos mecanismos también los emplea Tri-
choderma en su acción antagónica. Dennis y Webs-
ter [31], y Elad y Henis [32], indicaron que varias 
cepas de Trichoderma spp. producían antibióticos y 
enzimas líticas intracelulares, que intervienen y son 
responsables del mecanismo de antagonismo. Tricho-
derma harzianum actuó como antagonista frente a los 
huevos de Meloidogyne incognita por la producción 
de compuestos antinemátodos: limitó la penetración 
de la plaga en las raíces, por afectar directamente al 
nematodo o por hacer que las raíces fueran menos 
atractivas. 

El medio basal también mostró gran efectividad en 
la inducción de las actividades enzimáticas. Las cepas 
75 y 78 resultaron las más promisorias como candida-
tos a productos biofungicidas.

Figura 3. Análisis de componentes principales del comportamiento de la inducción simultánea de quitinasas y β-1,3-glucanasas 
en los diferentes medios líquidos. MB: medio basal (1; 3; 5 y 7: días de cultivo); MB+Q: medio basal suplementado con quitina; 
MB+G: medio basal suplementado con gelatina.  Aislamientos: color azul, medios de inducción: color amarillo.
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